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摘 　要 : 　为了实现对肿瘤的靶向性药物/ 基因治疗 , 通过化学还原法制备了细胞穿膜肽 Tat 修饰的 Au2Au2 S 纳
米药物载体。采用透射电镜、表面增强拉曼光谱仪、紫外分光光度计对 Tat/ Au2Au2 S 纳米粒子进行表征 , 采用流
式细胞仪、激光共聚焦显微镜研究 Tat/ Au2Au2 S 纳米粒子的穿细胞膜机制。理化分析结果表明 , Tat 可通过
Au —S 键接枝于 Au2Au2 S 纳米粒子表面 , 直径约 50 nm 的 Tat/ Au2Au2 S 纳米粒子具有近红外敏感性。细胞内化
途径示踪物共定位分析和抑制剂阻断实验表明 , Tat/ Au2Au2 S 纳米粒子以脂筏介导的巨胞饮途径进入 Hela 细胞 ,
而以受体和脂筏共介导的巨胞饮途径进入骨髓间充质干细胞 (BMSCs) 。
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Abstract :　To realize an efficient and targeted cancer therapy by the drug/ gene carrier , cell penet rating peptide Tat
decorated Au2Au2 S nanoparticles were prepared by a redox method. Transmission elect ron microscopy ( TEM) ,
surface2enhanced Raman scattering ( SERS) and UV2vis spect rometer were used for characterizing Tat/ Au2Au2 S
nanoparticles , and confocal laser scanning microscope (CL SM) and flow cytometer ( FACS) were used to investigate
the mechanism of cellular uptake. The chemicophysical result s indicate that Tat peptide could be conjugated onto
Au2Au2 S nanoparticles via Au —S bonds , and Tat/ Au2Au2 S nanoparticles present as 50 nm2 diameter sphericities
with N IR sensitivity. Co 2 location and endocytosis inhibition experiment s suggest that Tat/ Au2Au2 S nanoparticles
may enter Hela cells via a lipid raft mediated endocytosis pathway , whereas via a combined endocytosis pathway of
lipid raft2dependent and receptor2dependent into bone marrow stromal cells (BMSCs) .




的载体 , 用于恶性肿瘤的诊断和治疗[1 ] 。Ren 等人
已成功地制备了具有良好生物相容性和近红外敏感
性的 Au2Au2 S 金纳米壳材料作为抗肿瘤药物顺铂
的载体 , 并可通过调控近红外光来激发顺铂的释
放[224 ] 。近年来发现一种来源于人类免疫缺陷病毒
HIV21 Tat ( Transactivator t ranscription) 蛋白的
蛋白功能区 , 称之为蛋白传递区段 ( Protein t rans2
duction domain ,P TD) , 能够有效地引导蛋白质甚
至纳米粒子进入细胞 , 并可靶向细胞核[527 ] 。如果
载有药物或基因的 Au2Au2 S 纳米粒子也能够在
Tat 多肽介导下有效进入细胞 , 可大大提高其临床
应用前景。本研究中制备了具有近红外敏感性的
Au2Au2 S 纳米粒子 , 并利用巯基 ( —SH)容易与 Au
结合的特点 , 将细胞穿膜肽 Tat 结合到 Au2Au2 S




1. 1 　Tat/ Au2Au2 S 纳米粒子的合成
将 2 mmol/ L 的 HAuCl4和 1 mmol/ L 的 Na2 S
在室温以等体积混合 , 即可得到 Au2Au2 S 纳米粒
子溶液。向 1 mg/ mL 的 Au2Au2 S 溶液中加入异硫
氰酸荧光素 ( FITC) 标记的 Tat 使其终浓度为
50μg/ mL , 避光过夜反应。最后超声、离心 , 并重
复洗 2 次。用透射电镜 ( TEM , J EM 2100) 来检测
所制备的纳米颗粒的形貌 ; 用紫外分光光度计
(DU800 , Beckman)和表面增强拉曼光谱仪 (Dilor ,
LabRam Ⅰ型共焦显微拉曼系统)来检测所制备的纳
米粒子的结构。
1. 2 　BMSCs 取材及培养
在无菌条件下取 4～8 周龄新西兰兔髂骨骨髓
5 mL , 并迅速与含 5000 U/ L 肝素的无菌磷酸盐缓
冲液 ( PBS) 1 mL 混合 , 然后注入含有 1. 073 kg/ L
的淋巴细胞分离液的离心管中 , 离心并收集有核细
胞层。之后用 PBS 洗涤 1 次 , 再加入含 10 vol % 胎
牛血清 ( FBS) 、1 vol %双抗的细胞培养基 DM EM
吹打成细胞悬液。最后 , 将得到的细胞悬液接种到
100 mm 培养皿中 , 于 37 ℃、5 vol % CO2 、饱和湿
度的培养箱中进行培养。5 天后细胞首次换液 , 以
后每 3 天换液 1 次 , 约 2 周细胞基本铺满单层 , 用
0125 wt %胰蛋白酶常规消化传代。第 3～6 代细胞
用于实验。
1. 3 　激光共聚焦扫描显微镜观察 Tat/ Au2Au2 S 的
细胞内吞
将细胞接种到无菌盖玻片进行爬片培养。然后
将 FITC标记 Tat / Au2Au2 S纳米粒子 (100μg/ mL)和
红色荧光标记的转铁蛋白 (Alexa Fluor   5462t rans2
ferrin , 50μg/ mL) 或红色荧光标记的霍乱毒素 B
(Alexa Fluor   5942Ct x B , 10μg/ mL ) 用无血清的
DM EM 高糖培养基分别与细胞在37 ℃共培养 5 h。
用激 光 共 聚 焦 扫 描 显 微 镜 ( CL SM , Leica
SP22MP2)观察荧光标记的 Tat/ Au2Au2 S 纳米粒
子、转铁蛋白及霍乱毒素 B 在细胞分布的位置。
1. 4 　流式细胞仪定量检测 Tat/ Au2Au2 S的细胞内化
将细胞接种到六孔板 , 向其中加入 100μg/ mL
FITC 标记的 Tat/ Au2Au2 S , 并用无血清的 DM EM
培养液在 37 ℃或 4 ℃共培养 5 h。然后用 0. 25
wt %胰蛋白酶对细胞进行消化 , 并用流式细胞仪
( FACS)检测 20000 个细胞内化效率 , 以未做任何
处理的细胞作为空白对照。为了研究细胞内吞的抑
制 , 在 Tat/ Au2Au2 S 与细胞共培养之前加入 015
wt %叠氮化钠/ 22脱氧葡萄糖 (NaN3 / 2 2D G) 或 10
μmol/ Lβ2环式糊精 (β2CD)或 10μmol/ L 诺考达唑




图 1 是 Tat/ Au2Au2 S 纳米颗粒的透射电镜图 ,
可以观察到该纳米粒子的粒径约 50 nm , 呈球形 ,
表面光滑。图 2 (a) 是紫外吸收光谱图。图中 527
nm 处是 Au2Au2 S 纳米粒子中 Au 表面等离子共振
吸收峰 , 766 nm 处是含有 S 的 Au 的近红外敏感吸
收峰[2 ] 。在 Tat 修饰的 Au2Au2 S 的紫外吸收曲线
中 , 这 2 个特征峰依然存在 , 说明 Tat 的引入并没
有破坏 Au2Au2 S 的结构以及其近红外敏感性。因
此 , Tat 修饰的 Au2Au2 S 纳米粒子在药物控释方面
有潜在的巨大应用前景。
图 1 　Tat/ Au2Au2 S 纳米粒子的透射电镜图
Fig. 1 　TEM image of Tat/ Au2Au2 S nanoparticles
图 2 ( b) 是 Au2Au2 S 及 Tat/ Au2A u2 S 纳米粒
子的表面增强拉曼光谱 ( SERS) 图。从图中可以
观察到 , 在 Au2A u2 S 曲线上未出现 Au —S 键的
振动峰 , 但是与 Tat 反应以后的纳米粒子在 280
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图 2 　Au2Au2 S 及 Tat/ Au2Au2 S 纳米粒子
的紫外吸收光谱和表面增强拉曼光谱
Fig. 2 　UV and SERS spect ra of Au2Au2 S
and Tat/ Au2Au2 S nanoparticles
cm - 1处出现了很明显的 Au —S 的振动峰 [ 8 ] , 其
它的 502 、642 、750 cm - 1等处的峰为 Tat 官能团
的振动峰 , 所以表明 Tat 已经连接在 A u2Au2 S 纳
米粒子表面。
2. 2 　Tat/ Au2Au2 S 的细胞内吞方式
细胞内化可广义地认为是细胞以膜囊泡包裹形
式将环境中生物大分子或纳米颗粒转运至细胞内的
过程 , 其过程包括由脂筏介导的巨胞饮 , 或是由笼
形蛋白 (Clat hrin)介导的受体内吞等方式。众多文
献已经报道转铁蛋白 ( Transferrin) 是以 Clat hrin 蛋
白受体介导的内化方式进入细胞[9 ] , 而霍乱毒素 B
(Ct x B) 是以脂筏介导的巨胞饮方式进入细胞[10 ] 。
为了研究 Tat 修饰的 Au2Au2 S 纳米粒子是以何种
方式进入细胞的 , 本研究中采用激光共聚焦扫描显
微镜观察 FITC 标记 (绿色荧光) 的 Tat/ Au2Au2 S
分别与 Alexa Fluor   5462标记 (红色荧光)的转铁蛋
白、Alexa Fluor   5942标记 (红色荧光) 的霍乱毒素
B 在细胞内是否共定位。Hela 细胞株已广泛应用




义的 Hela 细胞和 BMSCs 进行研究。
图 3 　绿色荧光标记 Tat/ Au2Au2 S 与红色荧光标记转铁蛋白
或霍乱毒素 B 分别在 Hela 细胞和 BMSCs 中共定位
Fig. 3 　Tat/ Au2Au2 S (green) co2located wit h t ransferrin
(red) or Ctx B (red) in Hela cells and BMSCs , respectively
如图 3 的 CL SM 照片所示 , 在 Hela 细胞中观
察到绿色荧光点状的 Tat/ Au2Au2 S 和红色荧光点
状的转铁蛋白几乎都落在胞浆内不同位置 , 而与红
色荧光点状的霍乱毒素 B 在胞浆内叠加呈现黄色
点状分布 , 所以推测 Tat/ Au2Au2 S 纳米粒子是以
脂筏介导的巨胞饮方式进入 Hela 细胞的。而在
BMSCs 中 , 绿色荧光点状的 Tat/ Au2Au2 S 与红色
荧光点状的转铁蛋白和霍乱毒素 B 都有部分重叠 ,
所以推测 Tat/ Au2Au2 S 纳米粒子是以受体和脂筏
介导的巨胞饮 2 种内吞方式进入 BMSCs 的。前期
的研究结果显示 Tat 是以脂筏介导的巨胞饮方式进
入 Hela 细胞和 BMSCs 的[11 ] 。因此推测 Au2Au2 S
纳米粒子的引入并没有引起 Tat 穿膜机制的变化 ,
Tat/ Au2Au2 S 纳米粒子是依赖 Tat 的穿膜递送作
用进行细胞内吞的。值得注意的是 , Tat/ Au2Au2 S
进入 BMSCs 的方式与 Tat 有差别 : 它不仅是以脂
筏介导的巨胞饮方式而且同时也以受体的方式进
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入 , 其机制和影响因素还有待详细考察。
2. 3 　影响 Tat/ Au2Au2 S穿膜递送的因素
叠氮化钠/ 22脱氧葡萄糖 (NaN3 / 22D G)能破坏





度以及上述物质是否会抑制 Tat/ Au2Au2 S 进入细
胞 , 从而间接鉴定 Tat/ Au2Au2 S 进入细胞的方式。
结果如图 4 所示 , 以 37 ℃时所检测到的细胞荧光百
分率为标准。当培养温度为 4 ℃时 , Tat/ Au2Au2 S
纳米粒子的内化效率都有明显下降 , 所检测到的细
胞荧光百分率在 BMSCs 和 Hela 细胞中仅分别为
37 ℃时的 513 %和 719 %。因此可以推测 Tat/ Au2
Au2 S 纳米粒子进入细胞是一种温度依赖的途径。
采用抑制剂进行预处理后 , BMSC 和 Hela 细胞对
Tat/ Au2Au2 S 纳米粒子的内化率均有所降低。对
于BMSCs , 抑制剂 NaN3 / 22D G和 Noc 的抑制作用
较为明显 ; 而对于 Hela 细胞 , NaN3 / 2 2D G 和β2
CD 的抑制作用较大。因此可以推测 Tat/ Au2Au2 S
纳米粒子进入细胞具有较强的能量依赖性 , 这与
Tat 内吞实验的结果类似[11 ] 。
图 4 　流式细胞仪检测 Tat/ Au2Au2 S 纳米粒子的内吞抑制
Fig. 4 　Uptake and endocytosis inhibition of Tat/ Au2Au2 S
as determined by FACS analysis
3 　结 　论
(1) 合成的 Tat/ Au2Au2 S 纳米粒子具有近红
外敏感性。
(2) Tat/ Au2Au2 S 纳米粒子能够进入细胞 , 并
且具有能量依赖性。
(3) Tat/ Au2Au2 S 纳米粒子以脂筏介导的巨胞
饮途径进入 Hela 细胞 , 以受体和脂筏介导的
2 种巨胞饮途径进入骨髓间充质干细胞。
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